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« Composition absorbable renfermant des bactSries propioni- 
ques susceptible de dSgager du tnonoxyde d' azote dans le 
tube digestif humain ou animal » 

La presente invention concerne' une composition 
5 d' alimentation courante ou une composition dietStique ou m€- 
dicamenteuse absorbable renfermant des bacteries propioniques 
susceptibles de degager des quantites physiologiquement si- 
gnificatives de monoxyde d' azote dans le tube digestif humain 
ou animal, 

10 Pendant de norabreuses decennies, on a tot^lement 

ignore que le monoxyde d' azote constitue I'un des §l€ments 
nScessaires i la vie et S son maintien ; par suite jusqu'S 
ces quatre ou cinq demieres annSes, les chercheurs ne se 
sont pas penchSs sur les bienfaits associSs Sl la presence de 

15 cet oxyde, que ce soit en m€decine, en nutrition ou en phy- 
siologie. 

Ce n'est que tout derniSrement que I'on a attri- 
bue au monoxyde d' azote un nombre impressionnant de fonctions 
physiologiques et que I'on a emis I'hypothese que ce gaz pou- 
20 vait etre implique au premier chef dans des fonctions aussi 
diverses que le contr61e de la pression arterielle, la fonc- 
tion cytotoxique non spScifique des macrophages, I'agregat ion 
plaquettaire et la neurotransmission oU encore le contr61e de 
la .motriciti';du tube digestif • 
25 A partir de cette supposition, les reche'rches 

portant.'sur le monoxyde d' azote se spnt multipliees et 
1' importance de ce gaz a pu Stre confirmee*.; 

II est connu que le monoxyde ' d' azote , qui est un 
gaz tres instable., (demi-vie inferieure a 5,secondes dans les 
30 systemes biologiques) / est produit par biosynthese au sein de 
I'organisme humain ou animal a partir de la L-arginine par un. 
groupe d' enzymes denommees. NO- synthases (NOS) dont il existe 
deux, .types principaux, a savoir d'une part, les NOS constitu- ' 
tives qiii sont exprimSes notamment dans, les .cellules endothe- 
35 liales, les plaquettes sanguines et lesj neurones et, d' autre 
part, les NOS inductibles qui sont exprimees principalement 
par certaines cellules du systSme immunitaire (macrophages et 
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polynucleaires notamment) par le muscle . lisse vasculaire et 
les cellules endoth§liales 

II; est .S noter que -la production de. NO par les 
NOS inductibles .est, de plusieurs prdres de grandeurs, supe- 
rieure a la production de. NO par' les- NOS constitutiyes, mais 
que dans tous les cas, cette production demeure relatiyement 
f aible . - . - . ■ - - 

ej: .compte tenu du role ben6f ique susmentionnfi 
dii monoxyde d' azote, il. serait souhai table* de pouvoir- augmen- 
ter cette production en particulier en utilisant la voie na- 
turelle du metabolisme . alimentaire . 

On n'a cependant jusqu'a present :jamais proposS 
de moyens permettant de parvenir a ce resultat , 

li'objet. de 1 ' invention est de combler cette , la- 

cune . 

Conf ormement a 1' invention, on a pu parvenir au 
but recherche ^ en cpnstatant -que,- de maniere - surprenante , un 
type .particulier de bacteries, les bacteries propioniques., 
sont susceptibles • de produire du monoxyde d' azote, et .que 

: parmi -Ces bacteries, certaines especes et certaines souches 
parmi ces espfeces en produisent de .grandes - quant ites . — . 

II s' agit la de bacteries propioniques qui,^ bien 
que .n'appartenant pas au groupe- des -bacteries lactiques ou 

. bif idobactSries -classiquement .intrqduites dans. I'organisme 

par le biais de desserts. lac^tSs ou autres produits laitiers 

fermentes, sont n^anmoins prSsentes en alimentation humaine 

depuis des siecles : ce sont en effet elles qui permettent 

I'obtention des trous lors de la fabrication, du fromage de- 

nomme « emmental » qui en fin d' af f inage renf erme environ 
9 

10 cellules/g de bacteries propioniques. 

II est, a noter que la fermentation de ces. bacte- 
ries produit entre autre de I'acide propionique, de^.l'acide 
acetique et du dioxyde de carbone . 

La Gonstatation susmentionnee • est ■ d' autant plus 
surprenante que- I'on a pu verifier que des bacteries lacti- 
ques, des bif idobacteries et/ou des levures, utilisees . cou- 
ramment dans le domaine agro- aliment aire, ne produisent pas 
de monoxyde d' azote. 
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L' invention 'se rapporte, en consequence, a 
1' utilisation de bacteries propiohiques - -pour l-'obtention 
d'une composition d' alimentation courante b'u d'une composi- 
tion dietetique ou medicamenteuse absorbable susceptible de 
5 degager des quantites" physiologiquement- signif icatives de mo- 
noxyde d' azote dans le tube digestif humain bu - animal / 

Conformement a 1' invention, cette composition 
. peut etre constituee par une preparation elaboree et/ou pre- 
sentfee- sous forme- liquide (eh particulier <d'un liquide ' f er- 
10 merite) / sous forme deshydratee ou d'humidite intermediaire . • 

Plus precisement , il est a noter que, sans pour 
cela sortir du cadre de '1'- invention, la composition peut se 
presenter : 

- soit sous forme d'une preparation spicifique se justifiant 
15 par sa seule finalite physiologique, a savoir 1' ingestion 

de 'bactSries. propioniques susceptibles de'dSgager des quan^ 

- tites physiologiquement • signif icatives de monoxyde d' azote, 
-•soit sous- forme d'une preparation alimentaire elaboree 

ayant parallelement uhe finalite 'autre plus' . strictement 
20 energetique ou f onctionnelle dans ce -dernier cas>- les 
bacteries propioniques peuvent etre ajoutees bu- incorporees 
dans les aliments • eux-mSmes notamment dans des fromages, 
•* dans des fibres- alimentaires telles que des flocons de-cS- 
• r6ales , - ou encore * dans des - laits f erment^s , crimes des- 
25 serts, gateaux et/bu boissons bienfaisstntes; etc"". / 

Conformement a 1' invention, les bacteries propio- 
niques peuvent etre introduites sous forme de biomasse ou 
sous la forme d'un levain susceptible de se multiplier in si- 

30 Lorsqu'elle est deshydratee, la composition se 

presente, avantageusement , sous forme de fractions indivi- 
' duelles renf ermant Ta dose de bacteries devarit etre absorbee 
regulierement . 

Ces fractions peuvent etre ingerees directement 
35 bu §tre prialablement diluees dans un liquide ; elles peuvent 
•itre conditionnees sous une forme- perm'ettant de faciliter 
1' absorption : comprimes, -sachets de* poudre granulee, li- 
quide, ... 



wo 98/27991 




PCT/FR97/02399 



4 



On. a verifie que de telles preparations deshydra- 
t€es concentrees de bacteries- propioniques conservees une an- 
nee a +4®C voient leur concentration baisser de moins de 
un. Ijog. . ..... ^ • 

. L' experience a prouve que des gglules gastrore- 
sistantes ou non. correspondent a .un type de conditionnement 
particulidrement avantageux.. 

Selon une autre caracteristique de 1' invention, 

chaque fraction individuelle renferme un grand nombre de bac- 

...... ^ - 

tSries, de prSf Srence. plus de 10 bacteries. 

Di verses experimentations - (resuitiSes ci-dessous) 
ont permis de verifier Inaptitude toute particuliere , de dif- 
ferent es souches de bacteries propioniques a produire du NO 
au cours de leur culture, d' abord - indirectement a partir de 
la mesure des ions nitrites NO2 puis direct ement par analyse 
en spectrometrie de masse en milieu anaerobie, 

Au cours de ces. experimentation, on a, dans un 
premier temps, 6tudie la concentration en nitrites dans des 
milieux riches en arginine et pauvres en nitrates (50 /iM) et 
on s'est rendu compte que 1' arginine. n' est. pas un Element de- 
terminant dans la production de NO . observee ., 

Dans un second temps, on a experiments des mi- 
lieux supplement's en nitrates. Les resultats obtenus dans ce 
dernier cas ont rev616 le caractSre .nitrate dependant de la 
production de monoxyde d' azote. 

1 - Sssais preliminaires coinparatif s 

Differentes souches bacteriennes (inoculum 
yaourt, bif idobacteries , lactobacillus). ont ete cultivees 
en presence d'un milieu lait reconstitue (100 ml) supple- 
mente par un extrait de levures .(10. .g/1) puis incubees a 
37«C. 

L' accumulation de nitrite a, ete mesuree au cours 
du temps . • . 

Ces essais preliminaires ont .ete. realises dans 
les conditions suivantes : . . , 

• incubation ^ 37®C pendant 0, 4, 7 ou 10 heures, 

• .3 repetitions. 
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• dosage des ' nitrites- par systSme Bran-Luebbe. 

En raison de la nature* de.s extraits S- analyser , 
une §tape de purif ication des §chantilloiis " a ^te succes-'' 
sivement mise en oeuvre par une doxible centrif ugation 
5 (2 X 10 min., 4®C, 15- 000 rpm) , suivie' d' une ultraf iltra- 

• tion sur cartoiiche miniprep 10' (rStentioh d^s protSines 
de PM > lOkD) puis d'une purification partielle par ^pas- 
sage de I'echantillbn suir resine Waters C18 (55-105 /xm) . 
' " ' Cette methode a, dans un premier temps, ete • tes- 

10 tee sur des echantillons etalons de nitrite (Figure 1), 

puis sur des extraits de culture de Lactobacillus incubes 
7 hetires auxquels a 6tS ajoutee 'ou non une quantity* con- 
nue de nitrite^ (Figure 2) . 

La f igure' - i represente les ^prof lis colorimetri- 
15 qu'es obtenus' sur * une chalne d' analyse * automatique T*Bran 

Luebbe : ^ . : . 

'{'!) d'un milieu culture' de bif idobactiries apres 

10' heures d' incubation, " ' ■ 

(2) d'une solution standard de nitrite/ * ' * * ^ ■ 

20 (3) de cette meme solution ultrafiltree, ■ ' — 

(4) de cette meme solution ultrafiltree et' passee sur rl- 

.... ♦ ^ • 

sine ClB. ' . 

La -figure* 2 represente les profils color imetri- 

' 'ques obtenus sur ' une- chalne 'd' analyse automatique ' Bran 

25 Luebbe : - . .. . . .. 

(1) d'un milieu de culture de Lactobacillus apres 
10 heures d' iricubation" a 37°C, ' 

(2) (3) d'une solution standard cent enant -410 /xg de ni- 

trite/1 , 

30 ~ ' (4) (5) d'un milieu' de -culture ' de Lactobacillus- apres 
10 heures d' iricubation a 37*=*C auxquels a ete ajou- 
tee une quantite connue de nitrite afin d'obtenir 
une solution a 820 jiig/l de nitrite.- 
Ces Echantillons ont 6te purifies par centrifuga- 
35 ' tion ultrafiltration et passage sur ' resine C18 dans les 
conditions decrites precedemment : ' ' 

■ Conformement Sl' ces es'sais, aucune accumulation de 
nitrite n'a pu etre detectie que ce soit a partir 
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d' inoculum de yaourt, de bif idobacteries ou de Lactoba- 
cillus, ce quel que. soit le temps d' incubation (0, 4, 7 
ou 10 heures) • . 

2 - Mise en evidence de 1' accumulation, de nitrite par des 
cultures de bacteries propioniques 

On a prealablement recherchS la presence even- 
tuelle de nitrate ou de nitrite dans la preparation du 
milieu' YEL par dosage colorimStrique. (kit Boerhinger) : 
. on a ainsi pu mettre en Evidence la presence d'une quan- 
tity non negligeable de nitrate dans ce . milieu 
(concentration de I'ordre de 50 a 100 ^M) qui pourrait 
provenir de 1 * extrait de levure utilise pour la fabrica- 
tion de ce. milieu ; en revanche, on a verifiS que le mi- 
lieu YEL etait totalement exempt de nitrite. 

Des cultures de bacteries propioniques (1 g de 
lyophilisat pour 100 ml de milieu YEL) ont ete testees . 

Ces essais ont ete mis en oeuvre dans les ►condi- 
tions suivantes : 

• incubation Sl 3 0^C pendant 24, 48 ou 72 heures, 

• 3 rgpStitions pour 1' incubation de 24 heures, 

• arret de 1' incubation par ebullition, 

• purification du- produit par centrif ugation et passage 
de I'extrait sur resine C18, 

• dosage. des nitrites dans le milieu par analyse sur sys- 
tSme Bran-Luebbe. 

On a dose les nitrites accumulSs par les bacte- 
ries propioniques afin d'etablir .une cinetique 
d' accumulation des nitrites en fonction du temps 
d' incubation des bacteries sur milieu YEL. 

La figure 3 represente, d'une part, les. varia- 
tions de la quantite de nitrite produite (en /ig/lOO ml de 
culture) en fonction du temps d' incubation (en heures) 
(□) et d' autre - part les variations de la turbidite 
(absorbance a X = 650 nm) egalement en fonction du temps 
d' incubation (O) . 
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Cette figure mohtre que la cjuantite de nitrite 
est tnaximale S 24 heures puis diminue' ensuite' de facpon 
significative apris 48 et 72 heures d' incixbation. 

On peut raisonnablement penser que cette chute 
resulte de la reduction du ' nitrite en 1^0/ N2O ou autres 
composes par la nitrite 'reductase . 

Conformement a 1' invention/ on a pu prouver que 
1' accumulation- de NO2 depend des espSces du souches de bacti- 
ries -propioniques mises en oeuvre. 

Cette situation a ete verifiee par les essais re- 
sumes ci-dessous : 

3 - Mise en evidence et comparaison des accumulations de ni- 
trite dans le milieu de - culture dans le cas de 9 souches 
de 4 especes dif f erentes de bacteries propioniques 

Conformement S cet essai, on a etudie les souches 
'P20> P23V 2408, 2410/ 2500 et 2501 ' de'l'espece 
P.freudenreichii et les souches TL221, 'TL223 et TL207 ap- 
partenant respectivement aux especes P.thoenii, 
P.acidipropionici et P.jensenii. 

II est a noter que les souches TL (technologie 
laitiere) sont de's souches appartenant- a I'INRA-LRTL, 
■ tahdis que la souche- P23 (ou ITG23) a ete enregistree a 
la Collection Nationale • des Cultures de Micro- organismes 
• (CNCM) de I'Institut Pasteur sous le numero 1-1804 en 
date du 18.12.96. 

Les dif f erentes souches de bacteries propioniques 
(1 g de lyophilisat ou 5 ml de culture fraiche) ont ete 
" cultivees sur ■ 100 ml de milieu YEL contenant environ 
50 de nitrate, selon les conditions suivantes' : 

• incubation a 30°C pendant 12, 24, 36 ou 48 heures, 

• -3 repetitions, " ' ^ 
' ■ • 'arret de 1' incubation par ebullition, 

• purification du- produit par centrif ugation et passage 
de I'extrait sur resine C18, ' ' 

• accumulation de nitrite dans le milieu, mesuree par 
analyse sur systeme Bran-Luebbe, 
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• estimation. de la fermentation de chaque culture mesuree 
par lecture de I'absorbance a 650 nm. 

Les -r.resultats . obtenus pour chaque souche sont 
rassembles sur.la figure 4: 
5 . Celle-ci represente, dans chaque cas, les varia- 

tions de 1' accumulation de , nitrite * (□) et • de la turbidi- 
t.e du milieu .de culture (O) en fonction de la duree 

• d' incubation; Chaque valeur . correspond, a la moyenne ± 
I'ecart type de .la moyenne pour n = 3 . 

10 II- convient de noter que les echelles 

d' accumulation du nitrite sont 25 fois plus grandes dans 
le cas des souches P23 et TL223..: 

' Ces resultats prouvent que la; croissance bacte- 
rienne; estimee . d' apres 1 ' evolution de la turbidite du 
15 milieu de .culture, est proche pour .1' ensemble des souches 

. etudiees, atteignant environ 2= a 2,5 DO apres 48 -heures 
d' incubation, a 1' exception de la souche. TL22.1 , pour 
laquelle la- turbidity n'atteint que 0,6 DO apres 2 jours. 

En revanche, il existe des .differences hautement 
20 signif icatives quant a 1' accumulation de nitrite en fonc- 

tion du. temps, . 

♦ 

En. effet, 'les souches -2500, 2408, P20, 2501, 
2410, TL207 et TL221 accumulent .",une . quantity relatiyement 
peu import ante de nitrite,. ,le maximum (0,1 p,g de N027/ml) 
25 etant atteint respectivement aprSs. 36, 12,. 36, 12, 12, 24 

et 24 heures d' inciibation. 

A 1' oppose, une accumulation beaucpup plus forte 
de nitrite a ete obtenue avec des souches P23 et TL223 
qui accumulent, au maximum, 1 , S . fig de N02"/ml apres, res- 
30 pectivement, 36 et 24 heures d' incubation . 

.11 est a noter que la . souche-- de bacteries propio- 
niques analysee dans le second essai susmentionne . (figure 
.3) avait une position intermediaire avec une accumulation 
maximale de NO2 / d' environ 0,5 /xg/ml , 
35 .Ces • essais ont done permis de constater qu'il 

existe des differences signif icatives entre« les .quantites 
de nitrite pouvant etre produites par dif ferentes souches 

• de bacteries prppioniques de quatre especes dif ferentes, 
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. ces differences etant independantes de la croisisance de 
ces souches. ^ ■ 

Ces resultats ont pu etre • cdnf irmes par 1' etude 
pour chague souche de 1 ' evolution de la- concent rat ion en 
nitrite du tniiieu de culture en fonction d^ 'sa turbidite 
Vet done approximativement de lacroissance bacterienne. 

Les resultats: de -ces derniers essais sont rappor- 
tes sur la figure 5 sur laquelle chaque valeur correspond 
k la moyenne ± I'ecart type de la moyenrie pour n = 3\ 

Les essais susmentionn§s ont ete de nature a eta- 
blir que, parmi les souches StudiSes, la souche TL223 est 
la plus fortement accumulatrice de nitrites,- ces nitrites 
disparaissant apres :12 heures. Cette souche-^ a done etg 
retenue dans le cadre - d' essais complSmentaire's portant 
sur -la: mesure direct.e- de la production - de monoxyde 
d' azote 'par analyse en spectrometrie de masse .'en milieu 
anaerobie . " - ' . . • . : : . . 

4 - Mesure preliminaire de la production de NO par la souche 
TL223 sous atmosphere d'heliuin 

ConformSment §. ces essais, les cultures ont StS 
* rSalisSes dans des tubes de 10 ml contenant 5 ml de mi- 
lieu YEL cohtenant- -environ 50 /xM de nitrate . et 0,25 ml de 
■ . culture fralche de ^la" souche TL223. • 

atmosphere des tubes a ete immSdiatement eva- 
cuee par un flux d'hSlium (100 ml/min.) - pendant 
^' ' 100 secondes. 

^" ' • ^L'- accumulation de NO dans 1 ' atmosphere ^ des tubes 

'■•^ a- ensuite ete mesuree.au cours du temps dans les condi- 
tions suivantes : 
- : •• incubation a 30 °C pendant .24, 48 ou 72. heures, 
4 repetitions, - • 
• mesure de 1 'accumulation de NO par analyse en spiectro- 
metrie de masse, . ^ 
■ • ' estimation de' la fermentation de chaque- culture mesuree 
par- lecture de I'absorbance a 650 nm. 

Lors d'un essai preliminaire, ' le* systSme de puri- 
fication de gaz (Roboprep G+) - spectrometre de masse 
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(Twenty- Twenty) a. ete calibre par des quantites croissan- 
tes de monoxyde d' azote. 

. Ce gaz a ete gSnere S partir de NaN02 en presence 
d'une solution de KI et H2SO4. 
5 L.' identification et la quantification .du monoxyde 

d' azote ont ete realisees par sa masse : 30 pour '^^N"*"^0 

15 16 14 17 

et 31 pour . N O et N O. Cette . identification a • en- 
suite ete confirmee par la mesure du rapport isotopique : 
31/30 = [^^N^^O + ^V^0]/^\^^0. ,11 .est a noter que le 
10 rapport isotopique theorique 31/30 du NO est de 0,00367 

en 1' absence de . contamination par l''^^0. 

Les resultats^ de. cet .essai preliminaire sont rap- 
portes sur la figure 6 sur laquelle la partie gauche (A) 
correspond a la courbe d'etalonnage du spectrometre de 
15 masse utilise pour la quantification du monoxyde d' azote 

tandis que, la partie droite. (B) correspond a la mesure du 
rapport isotopique 31/30. 

Les rSsultats proprement,. dits de cet essai spnt 
rapportes sur la figure 7. 
20 \ . Plus pr^cisement, la figure 7A reprSsente les va- 

riations de 1' accumulation de NO dans 1' atmosphere des 
tubes en fonction de la turbidite du milieu tandis que la 
figure 7B represente les variations de cette accumulation 
en fonction du temps d' incubation. 
.25 Les barres verticales ou horizontales indiquent, 

lorsqu'elles sont plus larges. que le.symbole, I'ecart 
. type de la moyenne pour n = 4 , 

Une comparaison de la figure 7B .(qui represente 
. 1' evolution au cours du temps de la turbidite du milieu 
30 de culture sous helium) avec la figure 4 (qui represente 

cette meme evolution a I'air) montre que la croissance de 
la souche TL223 n'est pas affectee signif icativement par 
une atmosphere constituee essentiellement d' helium. 

On a egalement pu 6tablir que la . Vitesse 
35 d' accumulation du monoxyde d' azote dans 1' atmosphere est 

constante durant. environ les 45 premieres heures 
d' incubation, puis s'inflechit ensuite (figure ,7B) , ce 
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qui correspond a une turbidit^ pfoche de 1,5 DO (figure 
7A) . 

Apres environ 65 heures d' incubation (turbidite 
superieure a 1,7 DO), environ 1/5 jig de NO sorit accumules 
5 dans 1 ' atmosphere* d'h§lium poiir 1 ml du milieu de cul- 

ture • 

L'ordre de grandeur obtenu est' compatible avec 
les teneurs en nitrite mesurees dans le . milieu pour des 
" cultures au contact de I'air. 
10 Dans ce dernier cas/ on avait en e'ffet pu consta- 

ter (figure 5) que la souche TL223 accumuiait au maximum 
1,8 /xg de NO2 /ml pour une' turbidite de 1,5 DO, ce qui 
correspond d environ 1,2 NO/ml . 

A partir de cette mesure diredte prSliminaire de 
15 la production de NO par la" souche- TL223 , on a cherchS, * con- 
formemeht S 1' invention, a confirmer la' voie de 'synthase de 
ce monoxyde d' azote, et on a eu a cet effet I'idee de recher- 
cher si celle-ci est st'imulee par iin appoirt de nitrite ou de 
nitrate . 

20 ' line telle stimulation a pu etre verif iee grace 

aux essais resumes ci-dessous :" " 

5 - Etude de la stimulation de la production de NO par apport 
de nitrite ou de nitrate 

25 Dans le but de rechercher si la production de NO 

par les bacteries propioniques est possible a partir de 
NO2' ou de NO3", on a recherche si I'dn observe une aug- 
mentation de la production de NO par la souche TL223 
iorsqu'elle est en presence de 1 mM de KNO2 ou de KNO3 

30 (avec et sans marquage isotopxque au N. 

Cette experimentation a ete effisctiiee dans les 
conditions suivantes' : 

• la souche TL223 a ete ensemencee a 1% dans un milieu 

35 ' YEL' seiil (temoin) ou avec addition de 1 mM de KNO2, de 

• 15 ^ ■ \ ^ 15 ^ 

KNO3 oii de K NO3 avec un marquage isotopique a N a 

50%V, ' 

• incubation a 3 0°C pendant 24, 48 et 72 heures, 



wo 98/27991 




PCT/ER97/02399 



12. 



• 3 r.epetitions par point et par traitement , . 

• accumulation du NO et determination du rapport isotopi- 
que par .spectromStrie de masse/ 

• . estimation-, de la. fermentation de chaque culture 

(turbidite) mesure.e par lecture de I'absorbance a 
650 nm, 

• dosage du. nitrate et ■ du nitrite apres recuperation des 
milieux bacteriens, centrifugation et mesure par kit 
Boerhinger . 

On a egalement analyse 1 ' accumulation de NO en 
fonction de la concentration en NO3" (100, 150, 350, 650 
et 1050 fiM) ou en NO2 (50, 100, 400, 800, 1000 ;iM) apres 
une incubation de 72 heures Sl 30°C (TL223 ensemencee a 
1 % dans un milieu YEL) . 

Les echantillons a analyser . ont ete distribues 
dans des tubes d' analyse de NO dont 1 atmosphere a ete 
immediatement evacuee par un flux d' helium (flush, a 1» he- 
lium) .pendant 150 s afin d'obtenir des. conditions anaero- 
bies strictes. . - . 

L'effet du flush a 1 ' helium sur une eventuelle 
detection de NO par le spectrometre de masse a ete teste 
sur un milieu YEL sterile : ce milieu- YEL, prealablement 
flushS a I'hSlium, a;6t€ incub^ a 30 °C. pendant 72vheures. 
Apr^s 0, .24, 4.8 et 72. heures d I incubation . (3 „repe tit ions) 
on. n' a ■ d§tecte aucune production de NO et les valeurs de 
turbidite sont restees nulles. 

On a -ainsi pu verifier' .la qualitS du flush k 
1' helium, 1 ' absence de toute contamination^ bacterienne et 
1^ absence d ' interaction entre le flush a .1 • helium. , et la 
mesure de NO par spectrometrie.: de masse. 

Les essais susmentionnes ont permisr d^ obtenir les 
resultats rapportes • sur la figure .8, en ce qui concerne 
la cinetique d' accumulation du NO en presence de nitrite 
ou de nitrate. 

Plus precisement : • 
- la. figure 8A represente les variations de 1' accumula- 
tion de NO en fonction du temps, 
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- la figure 8B represente les var:iati<3ns' de ' la. turbidite 
en fonction du temps, ... 

- la figure 8C represente les variations-, du rapport iso- 
topique [masse 31/ (masses' 30+31^ ] en foriction -du- temps, 

5 - la figure 8D represents les variations de' da production 

de NO en fonction de la turbidite. 

' Ghacune de ces figures concerne: la souche TL223 
. cultivee sur un milieu YEL seul/ en presence de" 1 mM de 

15 - 14 - 

nitrate ( NO3 - marque a 50 % et NO3 ) et. en presence 
10. de 1 mM de. nitrite. 

Les barres verticales representent ± I'ecart type 
de la moyenne -pour n = 3 lorsqu'elles sont plus grandes 
que le symbole. - - " " ' 

Ces figures prouvent que 1' accumulation de NO- 
15 . -chez TL223 cultiv6 sur 1 mM de KNO3 (m'arque . a 1' azote 15 
' ou non marque)- ou sur 1 mM de KNO2 est proche de 7 . /xg de 
- * NO/ml apres 4 8 heures d'incubation a 3 0°C .; cette • valeur'^ 
■ est 3 , 5 fois superieure- a la production de NO dans le cas 
d'un milieu YEL non supplements en nitrate' ou en: nitrite 
20 * - (f igure ' BA) . Ces differences ne sont pas dues a des va-' 
riatioris de- croissarice engendrees par la composition du"^ 
milieu car la* turbidite" en fin de croissance, est du m§me' 
- ' -ordre de grandeur* sur un milieu YEL seul /{4,5 unites DO 
" • -apres 72 heures) et sur un meme milieu additionne en ni- 
25 • trate ou- en nitrite (environ 5- unitSs - DO apres 72. heures 

- figures 8B et 8D) - - - / 

La figure 8C revele que I'apport de K NO3 marque 
^ • a 50 % permet d'obtenir du NO avec un marquage a environ 
4 0 %• apres 48 heures d'incubation : I'azote de masse 15 
30 apporte sous -forme de nitrate est done retrouve dans le 

• NO synthetise par la souche TL223.' 

- On a, en outre observe que " lorsque; la- souche 
• 'TL223 est- cultivee sur K*^^N03, le profil du .pic de . masse 
31 (^^N^^O) augment e tr6s fortement par rapport au NO 
35 analyse sur un milieu YEL contenant - du - nitrate non mar- 

que, ce" qui permet de confirmer cette ^ situation. 

De plus, 1 'addition de 1 mM de KNO3 ou de KNO2 
non marque entraine une production de NO avec un rapport 
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. isotopique de 0,75 % .(48 heures d'incubation - figure 
8C) , ce qui est trds proche des valeurs du rapport isoto- 
pique naturel du NO (.environ . 0 , 4' %) . 

Ces dernieres observations confirment de . maniSre 
5 trds Claire .que le gaz analyse en .spectrom§trie' de masse 

etait bien du NO. 

Ces essais ont .done permis de constater que la 
_ . souche TL223.. est capable.de synthetiser du NO directeraent 
a partir de nitrite ou en " presence, de nitrate aprds re- 
10 duction de celui-ci en nitrite. 

Sur la base des valeurs du ragport isotopicjue ob- 
tenues sur milieju YEL additionne de 1 mM de K^^NOa marque 
. a 50 %, il est poss.ible de deduire le taux de conversion 
du nitrate en nitrite : ainsi, environ 20% du K^^N03 ap- 
15 ,porte est transforms . en. monoxyde d» azote par la souche 

TL223. 

„ nitrate, initialement present dans le milieu 
YEL sterile, explique* la production, de NO pbservSe chez 
• . TL223 . (de 1 ' ordre de 2 /ig. de NO/ml.apres 72 heures d'in- 
20 cubation - figure 7).. 

Les variations de la .production- de NO en f onction 
de la concentration en nitrite ou en. nitrate sont repre- 
. . sentees. sur la. figur,e. 9. Plus precisSment .:. 
. . - la figure 9A represente les Vqiriatipns .de la production 
25 . de NO et 1' evolution de .la turbidite . en f onction de la 

concentration initiale en nitrate, chez. la souche TL223 
cultivee sur milieu YEL apr^s 72 heures d' inc\abation, 

- la figure. 9B represente les variations de la production 
. de NO et 1' evolution de la turbidite en f onction de la 

30 concentration initiale en- nitrite, chez la souche TL223 

cultivee sur milieu YEL apres 72 heures d' incubation, 

- la figure 9C represente les variations du ^taux de con- 
version du nitrate en NO, en f onction de la concentra- 
tion initiale en nitrate, • 

35 - la figure 9D represente. les variations du taux. de con- 

version du nitrite en NO, en f onction de la concentra- 
tion ..initiale . en nitrite. 



NSDOCID: <WO ^9827991 A1J_> 



wo 98/27991 




PCT/FR97/02399 



15 



Sur ces figures/ les concentrations en nitrate 
ont ete corrigees • en - tenarit compte * de la presence 
d' environ 50 [M de nitria'te dans le milieu' YEL * seul et 
sont les suivantes *: 100, -150, 3S0, '550/ 650 et 1050 /xM. 
5 ' Les concentz'ations en* nitrite sdnt les suivan- 

tes : 50, 100, 400, 800 et 1000 fiM. 

Ces figures montrent que pour ^ les 'gammes choi- 
■sies, la production de' monoxyde d' a'zcbtW' "pair la souche 
.TL223 est proportionnelle a la' cohcen'tration initiale en 
LO nitrate (figure 9A) ou en nitrite (fi'gure*^ 9B) du milieu 

YEL, Cette relation est lineaire. 

Dans les deux cas, aucune phase de' plateau n'a 
' ete observ§^, ce qui laisse supposer que" les concentra- 
tions en 'nitrate ou nitrite utilisees ne permettent pas 
15 d'obtenir le niveau maximum d' accumiiiaition 'de NO par la 

bactSrie propionique TL223 . 

^ ' ii est egalement a noter que ' la" presence de for- 

• ' tes concentrations- eh nitrate ou eri" nitrite n'''aff ecte pas 
la croissance bacterienne vu que les valeuf^ ' de turbidite 
20 . a 72 heures sont tres proches pour" toutes les concentra- 

tions qui ont ete testees. 

II convient, par ailleurs,* ^de souligner que les 
droites obteniies sur les figures 9A et SB sont superposa- 
' ■ bles, ce qui pemnet 'de prouver que le*'NO prodiiit" provient 
25 - diirectement du nitrite ou du nitrate "via la reduction de 
— - celui-ci en nitrite. ' " - . 

* ' * ■ De plus," ces resultats montrehf que chez la sou- 
che ' TL223 , 1 ' etape- "de ' reduction • du nitrate eh nitrite 
' " h^ est pas limitante pour les concentrations' en nitrate 
30 ' choisies dans cette experimentation. 

' • • • II • est egalement important de ' souligner que le 
taux de conversion du NO3 (figure 9C)- et du N02'^ (figure 
9D) evolue en fonction de la quantite de substrat dispo- 
nible, passant de 20 S 60 % lorsque la concentration en 
35 " N03' 'ou NO2" passe de 1000 a 100 /xM. * 

Ceci suggere que la production de NO est forte - 
ment r§gulee et qu'elle est prioritaire par rapport a 
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1' utilisation :de 1' azote nitrique pour les syntheses • azo- 
tees . . ^ • 

A partir des conclusions susmentionnees , on a 
etudie* la production de NO chez 12 .souches de bacteries 
5 propioniques , de deiix espSces dif f erentes . Les . resultats 

de ces essais sont resumes ci-dessous : • . 

6 Etude de la production de NO chez differentes souches 
propioniques 

10 . Conformement k cet essai, les souches de bacte- 

ries propioniques retenues ont St§ les suivantes : . 
P.freudenrelchii : LS410, LS2501, LS2502, ITG 23, CNRZ89, 

CNRZ277, CNRZ81.- - 
P.acldiproplonici : TIj223, NCDO1072, PR75, /CNRZ80, 
15 CNRZ86, CNRZ287, 

II est a noter que les souches CNRZ8 0, CNRZ81, 
CNR286, CNRZ89, CNRZ277 et CNRZ287 appartiennent a la 
collection publique- INRA-CNRZ tandis que la souche 
NCDO1072 appartient a la collection britannique -National 
20 Collection of Dairy Organisms ; les autre s souches appar- 

. „ tiennent quant Sl elles a des collections privees . 

Apres ensemencetnent sur milieu YEL en presence de 
^ 550 jLtM de nitrate, les cultures . bactSriennes ont immSdia- 
tement ete rSparties par 5 nil dans des tubes etanches et 
25 flush^es §L I'hSlium (conditions anaerobies) . Ensuite, les 

souches propioniques ont 6te soumises aux conditions ex- 
perimentales suivantes ; 

• incubation a 30<^C pendant 24^. 48 et 72 heures, 

• 3 repetitions, 

30 • accumulation du NO dans -1 » atmosphere . et determination 

du rapport isotopique par speptrometrie de masse, 

• estimation de la fermentation de chaque culture mesuree 
par lecture de 1 ' absorbance a 650 nm, 

• dosage du nitrate et du nitrite apres recuperation des 
35 milieux bacteriens, centrif ugation et mesure par kit 

Boerhinger. • ^ 

La figure . 10 represente les variations de 
1' accumulation de NO en fonction du temps chez la souche 
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TL223 et les 12 autres .souches de' bacteries propioniques, 
cultivees sur un milieu YEL en presence de 550 fiM de ni- 
trate . La ■ souche • TL223 ' a. §te -representee" dans chaque cas 
dans un but de comparaison. 
5 Les barres' vdrticales reprSsentenf ± I'ecart type 

de la moyenne pour n=3 lorsqu' elles soht plus grandes que 
le symbole. 

Cette figure mont re 1 ''existence de fortes diver- 
gences entre les souches propioniques . 
10 * De maniere globale,' en comparant les niveaux de 

production de NO apres 72 heures d' incubation, on peut 
' classer les souches eh trois categories 

• souches capables de* produife de 4 a 4,5 /zg NO/ml : 
TL223V CNRZ80., NCDO1072 et PR75. Le rapport isotopique 

15 du NO produit par ces souches est compris entre 2 et 

- 2,5 % (T=72 h) , 

• souches capables de produire environ 2 /ig NO/ml : 
• ■ CNRZ81, -CNRZeS, -CNRZ89, CNRZ277, LS2502 , ^ ITG23 . Le rap- 
port "isotopique' du NO produit pair ces souches se situe 

20 entre 4 et 5,5 % (T=72 h) , . ' 

• souches produisant moins de 1- fig- NO/ml" : LS410, LS2501 
et CNRZ287. Malgre la presence de 550 /xM de nitrate 

• dans le milieu de culture, ces 3 souches n'ont' produit 
' - que de tres faibles quantises de NO-et le rapport iso- 
25 ' topique etait de I'ordre de 10 i' 13-'%' (T=72 h) , Ces va- 

■ 'leurs 'suggSrent que les- pics de masses 30 et 31 

detectes chez ces bactSries poufraient ne pas cbrres- 
pondr e a - du mohoxyde d ' azot e . 

II est a noter que chez les souches appartenant 
30 aux deux premieres categories, le NO produit ne" diminue 

pas en f in 'de croissance et qu'il ne ■ semble done pas re- 
utilise par les bacteries propioniques : il- y .a done ac- 
cumulation du NO. - ■ 

* La figure 11 represente les variations de la pro- 
35 — " • ductidn'-'de' NO en fonction de la turbidite chez les 
13 souches de bacteries propioniques susmentionnees , cul- 
tivees' sur milieu YEL eri presence de 550 de nitrate. 
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la, souche TL223 a ete. representee dans- chaque cas dans un 
but comparatif - 

.L^s .barfes ,verticales representent ± I'ecart type 
de la thoyenhe pour' n=3, lorsqu'elles sont plus grandes 
que le symbole. 

figure 12 represent e las variations de la tur- 
bidite (DO a 650 nm) en fonction du temps chez les 
13 souches de bacteries propioniques analysees, cultivees 
sur milieu YEL en presence de 550 /iM de nitrate. 

La soixehe TL223 est representee, dans chaque cas, 
dans un but comparatif . 

Les barres verticales repr§sentent . 1 ' gcart type 
de la moyenne . pour n=3, lorsqu'elles sont plus grandes 
que le symbole - 

Les souches produisant le plus de NO (TL223 , 
CNRZ80> NCDO1072 et PR75) atteignent toutes des valeurs 
de turbidity elevees (4 a 5 unites DO apres 72.heures. 
d' incubation. 

Parmi ces souches, il est a noter que les bacte- 
ries NCDO1072 et PR75 croissent moins vite que TL223, 
mais sont capables . d' accumuler tr^s rapidement de fortes 
concentrations en NO. 

Ainsi, PR75 produit 2,8 /xg de NO/ml pour une tur- 
bidite de 0,5 unites. DO. Le maximum . de production de NO 
est enregistre pour .des valeurs -de turbiditg .d'- environ 
,1,5 unite DO pour NCD01072 et PR75, centre 3,4 unites DO 
pour TL223 . 

Pour <3c affiner.» ces resultats, on a: analyse 
1' evolution des concentrations en NO, nitrate et nitrite 
des milieux de culture des 13 souches de bacteries pro- 
pioniques etudiees en f onction du temps: d:' incubation . 

. Les resultats obtenus sont rassembles dans le ta- 
bleau ci-dessous dans lequel les . concentrations sont ex- 
primees ' en /iM. Pour chaque souche,':les mesures ont ete 
effectuees sur un tube, apres elimination des bacteries 
. par centrif ugation . . : . 
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Ce . tableau permet. de faire "les -constatations 
suivantes : 



5 : > les souches produisant. 4 /ig: NO/ml sont capables de re- 

•. .duire entiereraent, le . nitrate dispohible (soit 550 /xM) 
• . apres 24. .heures d* incubation. De ^plus, :elles * peuvent 
reduire totalement le nitrite obtenu ' au: cours des 
- ' 48. premieres .heures d' incubation ■ - . 

10 --les souches LS410 et CNRZ287, tres faibles productrices 

:, _ de: NO,, ne sont pas. capables d' absorber signif icative- 
ment le nitrate present dans. le milieu. 
- chez les souches presentant ^ une accumulation interme^ 
diaire -de . NO, . on peut observer des.^ evolutions- des te- 
15 neurs' en. nitrate et en nitrite trSs .differentes 

•traduisant des vitesses d* absorption du NO3 et/ou de 
reduction du NO3 et du NO2 tr&s differentes. Ainsi, 
la souche CNRZ81 est capable de reduire la totalise du 
nitrate apres 24 heures d* incubation. Apres 48 heures, 
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CNRZ81 realise egalement la reduction de 1' ensemble du 
NO2 obtenu par reduction du NO3". A 1' oppose, CNRZ2.77 
posisdde encore 246 /xM :de NO3:" . et 85 /xM de N02~ apres 
72 heures d' incubation. 
5 Les essais resumes ci-dessus ■ ont revSle que cer.- 

taines souches prppioniques sont capables de rSduire. le ni- 
trate : du milieu; de culture . et de foumir. ainsi le nitrite 
nScessaire a la synthese de.NO.. 

II est - a noter- que les souches propioniques qui 
10 produisent le plus de NO {TL223, CNRZ80, NCDO1072 et PR75) 
appartiennent toutjes 4/1'espSce P.acidlproploziici et posse- 
dent^ en outre, toutes une activite. nitrate reductase. . • 

A 1' inverse, les souches; produisant : apparemment 
moins, voire pas du tout, de NO (limite de detection du spec- 
15 trometre de masse) sont egalement des bacteries qui ne posse- 
dent pas d' activite nitrate reductase connue {LS410, LS2501 
et CNRZ2 87) . 

Pour certaines souches propioniques, ., il : semble 
que la cinetique de production de NO ne soit pas directement 
20 liee §L 1'. activite nitrate reductase. 

Compte tenu de ces resultats,- 1' invention se rap- 

portjS egalement a xine composition dietStique ou medicamen- 

teuse absorbable, caractSrisee en. ce qu'elle est constituee 

par une preparation renfermant une quantity - import ante de 

9 

25 preference plus de 10 - cellules/g; de souches ' de bacteries 
propioniques selectionnees en fonction de leur capacite k de-^ 
gager et/ou a accumuler du - monoxyde d' azote t raison d'au 
moins 1 ^g/ml de milieu* YEL contenant 5,5 0 fxM de nitrate. 

,Selon une autre caracteristique de 1 ' invention, 

30 cette composition renferme des bacteries propioniques appar- 
tenant a au moins I'une des souches TL2 23 CNRZ80 , ^ CNRZ 8 6- et 
NCDO1072 de I'espece P . acidipropionicl . 

Parmi ces souches, la spuche T.L223 s'est revelee 
particulierement avantageuse . 

35 II est egalement a noter que la souches CNRZ8-0 

presente un interet tout particulier d'un point de vue 
« productivite » vu qu'elle -est capable d' accumuler une con- 
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centration importante de NO; ce trSs trapidement (pour des va- 
leurs de turbiditS relativement f aibles) . " 

Selon une autre 'caracteristique 'de- 1' invention, 
cette composition renferme des bactiries prbpioniques appar- 
tenant a au ' moiris .1' une - des souches ITG23 ; CNRZ81, CNRZ89, 
CNRZ27.7 et LS2502 de I'espice P.freudenreichii-, - ' 

II est a noter que, conf ormement k une' autre ca- 
racteristique de 1' invention, la compiDsition peut egalemerit' 
irenf ermer: d' autres bacteries telles -que des ■bif-idobacteries 
10 et/du des bacteries lactiques . 

Pour completer les resultats obtenus ci-dessusv 
on a effectue des. tests sur- deux -types- de bacteries non pro-- 
pioniques • : E.coli et . Lactobacillus farciminis cbnnues pour 
leur .aptitude .a reduire les- nitrites. 
15 Les resultats de -ces - tests sont ^ resumes ci-^ 

dessbus : 

7 - Etude' de la production de NO par les souches E.coli et 
L;faf ciminis • - 

20 Ces tests complementaires bnt principalement ete 

effectues compte tenu " de- 1-' existence de la ^ publication 
«• Heme -dependent- eund - heme -independent nitrite . reduction- by. 
lactic -^ acid' bacteria results in different " N-containing 
products ■ Giidrun Wolf, .^Elke K.' -Arehdt, Ute Pfahler and 
25 Walter -P- Harames • - International— Journal' of Food 
Microbiology, 10 (1990) 323-330) qui mentionne que certaines 
bactSries lactiques (L. farciminis) sont capable s de produire 
du monoxyde d' azote a partir de nitrite; • . ^ 

Des experiences preliminaires ont montre qu'apres 
30 5"h 30 de .croissance de la souche L. farciminis dans du MRS 
additionne de 1 mM de nitrate, on ne^ detectait plus de -ni- 
trate ni de nitrite dans le- milieu de culture-. ^ . : . 

- ' ' La meme constatation • a ete faite en ce qui con- 
cerne la souche E.coli apres 7 h 30 de croissance sur milieu 
35 BHI additionne de I'mM de nitrate. 

Tl est connu, qu'au cours de sa croissance, la 
•souche L'. farciminis acidifie le ■ milieu MRS .'(environ pH 5 
apres 5-6 heures de culture) , 
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. Or, on a pu constater,- a partir d'essais realises 
sur milieu YEL, que les nitrites se transforment en NO en mi- 
lieu acide , 

. Ces essais ont 6te realises dans les. conditions 
5 experimentales suivantes : 

- acidification du milieu YEL par de 1/HCl, 

- apport de nitrite a une concentration de 4 00 ^M, 

- autoclavage des milievix, 

- trois repetitions. . 

10 Les resultats obtenus sont rassembles sur la fi- 

gure 13 qui represente les variations en fonction .du pH de .la 
production de. NO. dans le milieu YEL additionne de nitrites 
apres incubation a 37^0 pendant 24 heures. 

Cette figure est de nature a prouver qu'il existe 
15 une production notable de NO a partir du nitrite du milieu 
lorsque celui-ci est acide, cette production augmentant lors- 
que le pH diminue. 

Par suite, on a effectu6 des tests comparatifs de 
la production de NO par L. f arciminis et par E.coli qui est 
20 reputee non productrice de NO (Brittain T, Blackmore R, 
Greenwood C. & Thomson AJ (1992) - Bacterial nitrite ^ redu- 
cing enzymes - Eur. J. Bio. Chem. , 209, 793-802). 

Ces tests ont etS realises dans. les. conditions. 

suivantes : 

25 - incubation a 379C .-sur milieu BHI (E..coli) ou MRS 
(L.farciminis) , 

- apport de nitrate dans le milieu a -une concentration de 
1 mM, 

- flushage de 1' atmosphere de chaque tube par de 1' helium 
30 pendant 10 0 secondes, 

- trois repetitions, 

- mesure de la turbidite en fin d' incubation, 

Ces essais ont permis d'obtenir les .resultats 
rapportes sur la figure 14 . . 
35 Plus precisement : . , 

- la figure 14A represente les variations de la production de 
NO en fonction du temps .d' incubation, . 
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- la figure 14B represente les variations de la production de 
NO en ' f onction- de la turbiditS du milieu, • 

II est a noter que les valeurs obtenues pour la 
production de NO sont toutes nettement inf^rieures au seuil 
de 1 /ig/ml qui a &te considere ci-dessiis comme significatif : 
il en r^sulte qu'il n'y a pas accumulation de NO dans les' tii- 
bes de culture. 

Ces resultats indiquent done que 1 'absence de ni- 
trate et de nitrite observee dans 1' experience preliminaire 
apres respect ivement 5 h 30 (L . f arciminis) ■ et 7 h 30 (E.coli) 
n'est pas compensee par une accumulation de NO qui pourrait • 
§tre soit d'origine chimique (liee a 1' acidification du mi- 
lieu) soit d'origine bactSrienne. 

Ces resultats ont' Ste, dans le cas de la souche 
L.f arciminis, confirmSs par des tests effectuSs sur des bac- 
teries se trouvant sous forme de resting cells t pH regul§ a 
6 , 5 par un tampon phosphate contenant du lactate dans les 
conditions 6p§ratoires' suivantes : 

- incubation a 37°C, - . 

- apport de nitrite a une concentration de 400 fiM, 

- flushage de 1' atmosphere de chaque tube par de 1' helium 
pendant 100 secondes, . . . , . 

- trois repetitions, 

- mesure de la turbidite en fin d' incubation. 

Cette analyse -a permis d'obtenir les resultats 
rapportes sur la figure 15 : 

- la figure 15 A reprisente les variations de la production ^de 
NO en f onction du temps d' incubation, 

- la figure 15B represente les variations de la production de 
NO en f onction de la turbidite. 

Ces resultats confirment ceux obtenus ■ precedem- 
ment, a savoir que les quantites • de NO produites sont trop 
faibles pour etre - signif icatives et done que la souche 
L,f arciminis n'est pas susceptible d' accumuler " le monoxyde 
d' azote. II est toutefois possible que cette * souche produise 
du monoxyde d' azote en- debut de croissance, mais que le NO 
eventuellement produit- soit reutilise' par la bacfcerie. 
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■ Des .essais complementaires ont ete realises sur 
les souches TL223 et CNRZ8 0 sous forme de resting cells apres 
incubation a 30 et egalemeht- H 37 °C.. 

5 8 - Evolution I de la production de NO par des bacteries pro- 
pioniqiies sous forme de resting ceils 

Cette experimentation a etS' ef feature dans les 
conditions suivantes : - - . / . • ; 

- resting cells suspendues dans un tampon phosphate contenant 
10 du lactate a pH 6,5, * 

- incubation a 3 0**C ou S 37^C, 

- apport de nitrite a une concentration, de 400 /iM, 

- flushage de 1' atmosphere de ' chaque tube - par' de 1' helium 
pendant 100 secondes, . " > : : 

15 - trois repetitions, -.- : 

- mesure de la -turbidite en fin d' ihciibation. . .: . * 

II est a- noter -que lors des tests relatifs a 
1' incubation a 30°C, on a examine, outre les souches TL223 et 
^' CNRZ80, la souche CNRZ81" avec une concentration bacterienne 
20 doublee. . . . • 

Cette experimentation a permis d'obtenir les re- 
sultats rapportes sur les figures 16 et 17 Plus precise- 
ment : 

-via figure 16A represent e > les- variations de la: production de 
25 . NO par des resting -cells a 30°C en £onctibn -de la duree 
d' incubation, 

- la figure 16B repr^sent'e les variations de." la production de 
NO par. des resting cells a 30«C en fonction de la turbidit§ 
du milieu, . . : 

30 - la figure 17A represents les variations de la production de 
NO par des resting cells a 37°C' en fonction de la duree 

- d' incubation,' ' ; 

- la figure 17B represents les variations- de .;la production de 
NO par des resting cells a 37°C en fonction de la turbidite 

35 du milieu. . :: - - ^ 

Ces resultats sont de nature a- • prouver qu'il 
• existe une . production consequente de NO par des resting cells 
non seulement dans le cas des deux souches de I'espece 
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P.acidipropionici (TL223 -et ^ CNRZ80) . mais. egalemenf dans le 
,cas. de la souche de I'espece P. freundenreichii (CNRZfll) . . La 
souche TL223 est la plus productive.' .1 

. Globaleraent , a des concentrations identiques de 
5 -bactgries, la productionvde ' NO par des resting., cells, est du 
meme ordre que celle pbseryee dans le. cas; de bacteries ;^-culti- 
,.yees sur milieu YEL. - 

La production de NO par des resting .cells inter- 
• vient- • essentiellement lors des - cinq .., premieres . heures 
10 d' incubation ; au-dela de cette periode,.- la production . est 
f aible . 

. On a ainsi pu- observer qu'a 3,7°C, la production 
.de .NO 'est. identique (TL223) -.ou, legSrement .superieure (CNRZ80) 
a celle obtenue i SO^c. 

avantages associes ^ 1' ingestion de .bac.teries 
propioniques ont> . en outre, ete verifies, par , des inyestiga- 
':tions realisSes rin vivo chez . If homme. sain. , - 

9 - Etude de I'effet de l' ingestion de bacteries propioniques 
20 sur le transit intestinal chez I'hojnme sain 

..Cette ; etude a ete realisee en milieu hospitaller 
au CHU. de Caen - sur une serie de 19. sujets masculinsv.vo- 
lontaires sains. 

:. Au dSbut .de. ce test, . .on,. -a; fait . absorber quoti- 
25 . diennement. . i chaque volontaire .10 .marqueurs radio , opa- 
ques, ce pendant 8 jours consScutifs, conformement au 
protocole decrit dans les. publications Arhan Py Deyroede 
■ G, Jehannin B et coll, Dis Colon Rectum 1981 ; 24:625-9. 
et Bouchoucha M, Devroede G. Arhan P et coll. [Dis Colon 
30 ' Rectum 1992: ; 35:773-82. 

.Selonce. protocole, l/etude du transit est effec- 
tu§e par comptage des marqueurs radio ; opaques ingeres 
. -dans les differentes .aires de la, cavite abdominale repar- 
. \ ■ . tis sur un .clich§. d' abdomen de f ace.. -Ces . aires , (colon 
35 droit, colon gauche et rectosigmoide) sont-. definies par^ 

' des. lignes fictives joignant ..la ,.5^^"^^ vertibre lombaire 
au contour de. la cavite pelvienne. -Le . temps* de transit 
c..;-? est: calcule selon la formule T ^ l/N n... At N .etant 
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egal a 10 marqueurs, n representant le nombre de mar- 
queurs . comptes dans une region et At etant egal S 
24 heures . 

Le jour suivant CQtte ingestion, c'est-a-dire le 
5 ' 9^^"^® jour, on a fait subir aux volphtaires une radiogra- 

phie del/ abdomen de face sans preparation. 

A partir du jour suivant, c'est-a-dire du 
^^3. erne j^^^^ a fait ingerer quotidiennement a chaque 

volontaire, ce pendant 2 semaines, une gelule cbntenant 
20 5 10*^^ bacteries propioniques issues d'une banqud de sou- 

ches utilisees dans 1' Industrie fromagere, done parfaite- 
ment inoffensives pour I'hoinme. 

Une seconde etude du temps de transit similaire i. 
la premiere a et6 effectuee durant la seconde' sjmaine 

15 d' ingestion des propioniques, c'est-a-dire du 17 ■ au 

ieme . 
26 . 3 our. 

Cette etude a rSvSle un ralentissement signif ica- 
tif du temps de transit du cSlon gauche (p < 0,05 confor- 
mement au test . statist ique Wilcoxon Matched- Paired 
20 signed-Ranks Test.) ; les* temps de transit du colon droit 

. et du rectosigmoide n'ont pas ete signif icativement modi- 
fies par 1' ingestion des propioniques. 

Cette etude a done permis de prouver que 1' inges- 
tion de bacteries propioniques a une influence sur la mo- 
25 tricite intestinale ; on peut supposer que ces resultats 

sont lies a la synthese de monoxyde d' azote par les bac- 
teries propioniques . 
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REVENDI CATIONS 
,,1°) Utilisation de bacteries propioniques pour' I'obtention 
d'une .composition d' alimentation courante ou d'une composi- 
tion dietetique ou mSdicamenteuse absorbable susceptible de 
5 d§gager des quant ites physiologiquement signif icatives de mo- 
noxyde. d' azote dans le tube digestif humain ou animal. 

2°) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que 
10 la. composition est constituee par une preparation' deshydra- 
tee. 

3°) Utilisiatio?! selon la revendication 2, 
caracteris§e en ce que 
15 la composition se presente sous forme de f r act ions indivi- 
duelles renf ermant . la dose de bacteries devant ' Stre absorbee 
r^gulierement . 

4°) Utilisation selon la revendication 3 , 
20 caracterisee en ce que 

chaque fraction individuelle renferme plus de 10 bacteries. 

5®) Utilisation selon la revendication 1, 
caractSrisiee en ce que 
25 la composition est constituee par une preparation liquide 
fermentee ou non. 

6°) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que 
30 la composition est une preparation elaboree, les bacteries 
propioniques etant ajoutees ou incorporees dans des aliments 
tels que des fromages ou des fibres alimentaires. 

7°) Composition dietetique ou medicamenteuse absorbable, 
35 caracterisee en ce cpi' 

elle est constitute par une preparation renf ermant une quan- 

9 

tite importante de preference plus de 10 cellules/g de sou- 
ches de bacteries propioniques selectionnees en fonction de 
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leur capacite a degager et/ou a accumuler du monoxyde d' azote 
a raison d'au moins 1 /tg/ml de milieu YEL contenant 550 /xM de 
nitrate. 

5 8**) Cotnppsition ^selon la revendication V/- 
caracterisee en ce qu' 

elle renferme des bacteries propioniques appartenant a au 
moins I'une des souches TL223, CNRZ80, CNRZ86 et NCDO1072 de 
I'espece P.acldlproplonxcl. 
\0 ^ . ■ ' ; 

9®) Composition selon la revendication 8, 
caracterisee en ce qu' 

,elle renferme des bacteries propioniques appartenant Sl la 
souche TL223 de 1 ' espiece P.acidipropionici. 

15 

10°) Composition selon la revendication 8, ^ • 
. caracterisee en ce qu' 
elle renferme des bacteries propioniques appartenant a la 
souche CNRZ80, 

20 

11*=>) Composition selon la revendication 7, 
caractSrisSe en ce qu' 

elle renferme des bacteries propioniques appartenant 3. au 
:moins I'une des souches ITG23, CNRZ81, • CNRZ89, CNRZ277 et 
25 LS2502 .de 1 ' espSce .P. freudenreichii . 

12°) Composition selon I'une quelconque des revendications 7 

: a 11, 

caracterisee en ce qu' 
30 elle renferme en outre d' autres bacteries telles que des bi- 
• .f idpbacteries et/ou des bacteries lactiques 
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